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ABSTRACT 
A human fibrosarcoma cel line (HT1 080) consists of diploid (2N) and tetraploid (4N) cells 
at an equal rate. We first introduced a normal human chromosome 1， 2， 7， 1 or 12 into 
the 2N HT1080 cels. The microcell-hybrids with the introduction of chromosome 1 (2 
NMH-#1) showed suppression of tumorigenicity， alteration in cellular morphology and 
modu1ations of transformed properties in vitro， i.e.， cell-growth in medium containing 10 
% serum， growth in soft-agar and saturation density. The effect of chromosome 1 was 
on the suppression of tumorigenicity without changes in the in vitro growth behaviour of 
cels. 
In this study， transfers by microcell fusion of either chromosome 1， 2 or 1 into 4N HT1080 
cells were performed， and the ability to form tumor in nude mice and in vitro growth 
properties were compared with microcell hybrids(MH) from 2N HT1080 cels. We investigated 
wheather a putative tumor-supperessor gene on the introduced chromosome is involved in 
the gene dosage effect. 1) 4NMH-#1 were as non-tumorigenic as 2NMH-#1. 2) All 
2NMH-#11 were non-tumorigenic， whereas 4NMH-#11 were tumorigenic. 3) The introduction 
of chromosome 2 did not affect their tumorigenicity and in vitro transformed properties. 
Thus， a putative tumor suppressor gene on human chromosome 1 suppresses the neoplastic 
phenotype of 4N HT1080 cels. These findings suggest that the expression of tumorigenicity 
is regulated by a balance between positive and negative genes， and that the genes on 
chromosomes 1 and 1 control different neoplastic phenotypes. 
(Accepted on September 13， 1994) 
Key words Chromosome transfer， Human fibrosarcoma cel line(HT1080)， 
Tumor suppressor gene， Gene dosage 
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はじめに
我々は，ヒト線維肉腫細胞株 (HT1080)にお
ける腫虜形質抑制に係わる遺伝子のマッピングを
徴小核細胞融合法を用いた正常染色体移入によっ
て進めてきた.このHT1080細胞株は 2倍性細抱
と4倍性細胞が約50%ずつの割合で混在してい
る. 2倍性細胞へ種々の染色体を移入した結果，
l番染色体の移入により著しい細胞形態の変化
(Flat) ，加 vitroにおける増殖特性および造麗蕩
性の抑制効果が認められた.さらに， 1番染色体
の移入では造腫蕩性抑制効果のみが認められた.
以上のことより番， 1番染色体上に異なる機
能の抑制遺伝子が存在することが示唆された5)
今回，移入染色体上の遺伝子の量的効果が存在
するか否かを検索する目的で， 4倍性細胞へ l番，
2番， 1番染色体を移入し，ヌードマウスにおけ
る造麗蕩性および、invitroの増殖特性を2倍性細
胞における場合と比較検討した.
材料と方法
1 .細抱
ヒト線維肉腫細胞株HT1080は7)，American桐
Type Cu1ture Collection (A TCC)より取り寄せ
た.細胞は， 10%子牛血清を含むDMEM(Dul幽
becco's Modified Eagle's Medium)により培養し
た.染色体移入実験に用いた正常線維芽細胞由来
染色体を l本含むマウスA9細胞のは、 G418(800 
μg/mQ)を含むDMEM培地で培養した.また，
今呂使用した縮胞のマイコプラズマによる汚染
は，認められなかった.
2.微小核細胞融合法
徴小核細胞融合法は，1)コルセミド処理およ
び遠心， 2)徴小核細胞の調製，融合および選択培
養の大きく 2つのステップに分けられる(関 1). 
1 )コルセミド処理および遠心
i. pSV2neo遺伝子で標識された正常ヒト
染色体を l本合むマウスA9細胞を培養フ
ラスコで80~90%の状態になるまでG418
を含む培養液 (DMEM，10%C. S.)で培
養する.
i. トリプシン処理により細胞を分散し， G
418を含む培養液7mQに懸渇させ，遠心用
フラスコ 6個に懸渇した細胞液を 1mQずつ
分配し 2日間培養する.
f変性遺伝子マーカー襟識ヒト単一染色体を
含むマウスA9細胞
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コルセミド処理
HT1080 
微小核融合細胞
染色体移入の確認
および
種々の性状の検索
図 1.微小核細胞融合法を用いたpSV2 neo標識
特定ヒト染色体の狂T1080細胞への移入
ii. コルセミド (0.05μg/mQ)を含む培養液
(DMEM， 20%)に液換えし，さらに 2日
間培養を行い徴小核を形成させる.
iv.培養液を除去し，予め温めておいたサイ
トカシンB溶液を遠心フラスコに，ほぽい
っぱいに満たす.
v. 34
0
Cの条件下， 8000rpmでl時間の遠
心分離を行う.
2)徴小核細砲の調製および融合，選択培養
i.サイトカラシンBを含んでいる培養液を
除去後，得られた徴小核細抱をそれぞれ2
mQの無血清培養液 (DMEM)に懸濁して l
本の遠心管に集める.
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i.細胞懸濁液を 8μm，5μm， 3μmの順
にフィルターを通し，徴小核細胞を精製す
る.
出.融合させるHT1080細胞は，予め培養用
プラスコで80%飽和密度の状態にまで培養
しておく.
iv.精製した徴小核細胞は， 1500rpm， 5分
聞の遠心分離後，PHA(50μg/mQ) を含む
無血清培養液で 2mQに再懸濁する
v.遠心分離の聞に， HT1080細胞を無血清
培養液で2回洗浄後，再懸濁した徴小核細
胞を静かにまき， 15分間 (370C)放置後，
培養液を吸い取り予め調製したPEG溶液
3 mQを加え，正確に 1分間放置する.
vi. PEG溶液を吸い出し，無血清培養液で
3回洗う.その後、 10%C.S. を含む培養
液で 1日間培養後， トリプシン処理により
細胞を分散しG418を含む培養液に懸濁し
た細胞を3枚のプラスチックシャーレに植
え込み，約3週間選択培養後，耐性クロー
ンを分離する.
3.ヌー ドマウスにおける造腫蕩性の検索
継代数 4~6 の細胞を卜リプシンにより
分散し，無血清培養液に浮遊させる. 107 
個 の細 胞 を 4週齢のヌ ー ドマウス
(ICRnu/nu)の皮下に注入する.腫蕩形
成の観察は，少なくとも120日間行った.
4. in vitro増殖特性の分析
1 )増殖速度
5 X 104個の細胞を60mm培養シャーレにま
き，培養液 (DMEM)を3日おきに交換した.
細胞は， トリプシンにより分散させ，細胞
数を計測した.増殖速度は，増殖曲線の対数
増殖期よ り算出した.
2 )細胞飽和密度
5 X 104の細胞を24穴プレートに播いた.
細胞数を計測し，最も細胞数が高いところを
細胞飽和密度とした.
図2. 4倍性HT1080細胞における l番染色体移入クローンの中期分裂像
矢印 1番染色体
456 久郷裕之
3 )足場依存性
200個の細胞を0.33%の軟寒天にまいた. 3週
間後， 100um以上のコロニーを計測した.さらに，
200個の紹胞を60mm培養シャーレにまき 2週間
後にコロニーを計測した.
シャーレ上に出現したコロニー数を軟寒天中で
出現したコロニー数で割り，パーセントとして足
場依存性を算出した.
結果
実験に使用した 4倍性HT1080細胞の l番 2
番， 11番染色体は，安定に4本ずつ保有(2本の
11番染色体は構造異常を示した)しているため移
入する染色体数を検索することにより移入染色体
の有無を推定することができる.図2には 4倍
性HT1080細胞へ l番染色体を移入したクローン
の中期分裂像を示し，完全な5本のl番染色体の
存在が染色体分析により確認できた.このように，
少なくとも完全な染色体が移入されたと考えられ
るクローンを用いて以下の実験結果を得た.
1.ヌードマウスにおける造腫蕩性
4倍性HT1080細胞へヒト正常 1，2， 11番染
色体を各々移入したマイクロセルハイブリッド
(MH)クローンのヌードマウスにおける造腫虜
性および加 vitroの増殖特性を表 1Iこ示した.
親細胞耳T1080および1， 2，11番染色体を移
入したMHクローンは， 107個ずつ 6週齢のヌー
ドマウスの皮下に注入した.その結果，親細胞で
は2倍性細胞と同様に4倍性細胞においても高い
麗蕩性が認められ，腫蕩出現潜伏期も 7器以内を
した • 1番染色体移入クローンでは 2倍性細
胞移入クローンと同様に造腫蕩性は lクローンを
表 4告性ヒト線維肉腫細胞株 (HT1080)への正常染色体の移入効果
細胞 造臆蕩性
4倍性HT1080細胞
clone-3 + 
clone-5 + 
ミクロセル雑種クローン
l番染色体移入クローン
#1-9 
#1-10 
#1-11 -/ + 
約一15
2番染色体移入クローン
抱一3 + 
#2-5 + 
#2-9 + 
11番染色体移入ク口ーン
#11-4 + 
#11-8 + 
#11-7 + 
血清要求性
(1 % CS/10% CS) 
0.35 
0.35 
0.48 
0.44 
0.54 
N.T. 
0.30 
0.64 
N.T. 
0.28 
0.34 
N.T. 
足場依存性 増殖速度 飽和細胞密度
(SAE/PE)a (時間(X 105) 
43.1 
34.9 
2.4 
N.T.b 
1.6 
N.T. 
54.9 
46.6 
N.T. 
26.5 
N.T. 
N.T. 
14.5 
15.4 
20.9 
17.8 
17.8 
N.T. 
14.4 
11. 7 
N.T. 
12. 1 
14.7 
N.T. 
18.4/2CnI 
14.5 
6.1 
8.5 
6.3 
N.T. 
N.T. 
12. 1 
N.T. 
13.8 
10.2 
N.T. 
a: SAE/PE=軟寒天培地におけるコロニー形成率/コロニー形成率
b: N. T.， not tested. 
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図3. ヒト正常染色体移入による 4倍性HT1080細胞の細胞形態の変化
a. 4倍性HT1080細胞， b. 1番染色体移入クロー ン， c. 2番染色体移入クロー ン， d. 1番染色体移入クローン
除いて全く認められなかった(120日間の観察)• 
また，腫蕩形成の認められたクローンの腫療形成
率は，低頻度であり腫蕩潜伏期の延長(14日)も認
められた.11番染色体移入クローンでは， 2倍性細
胞移入クローンの造腫蕩性抑制効果が認められた
のに対し 4倍性細胞移入クローンの抑制効果は
認められず親細胞と同様の高い腫蕩性を示した.
2番染色体移入クローンでは 2倍性細胞移入ク
ローンと同様に 7日以内の腫虜潜伏期で高い腫湯
性を示し，造腫蕩性抑制効果は認められなかった.
2. in vitro増殖特性
in vitroにおける 4倍性細胞移入クローンの増
殖特性は，血清要求性，足場依存性，増殖速度，
飽和細胞密度の 4種類の実験により比較検討し
た. 1番染色体を移入したクローンの足場依存性
および飽和細胞密度は 2倍性細胞移入クローン
と同様に親細胞に比べて著しく低下した.しかし，
血清要求性および増殖速度は，親細胞と同様の結
果を示した.一方，他の 2番， 11番染色体移入ク
ロー ンでは， 2倍性細胞移入クローンと同様の傾
向を示し，白 vitroの増殖特性における抑制効果
は認められなかった.
また 1番染色体を 2倍性細胞へ移入したク
ローンで認められた細胞形態の変化 (Flat)は，
4倍性細胞移入クローンでは軽度に認められた
が，他の染色体移入クローンでは細胞形態の変化
は認められなかった(図 3). 
考察
2倍性細胞と 4倍性細胞が約50%ずつの割合で
混在しているヒト線維肉腫細胞株HTI080細胞に
種々の染色体を 2倍性細胞へ移入した結果 1番
染色体の移入により細胞形態の顕著な変化
(Flat) ，造腫蕩性抑制効果およびinvitroでの腫
蕩形質抑制効果が認められ， 11番染色体の移入で
は造腫虜性抑制効果のみを示し 1番および11番
染色体上にHTI080細胞の腫蕩形質の抑制に係わ
る遺伝子の存在が強く示唆された5) 今回，移入
染色体上の遺伝子の量的効果の存在を確認する目
的で4倍性細胞へ l番 2番， 11番染色体を各々
移入した.その結果 1番染色体移入クローンで
は 2倍性細胞移入クローンと同様に，細胞形態
の顕著な変化 (Flat)，造腫蕩性抑制効果および
in vitroで、の腫蕩形質抑制効果が認められた.し
かし， 2倍性細胞に11番染色体を移入したクロー
ンで認められた造腫蕩性抑制効果は， 4倍性移入
クローンでは認められなかった.また 2番染色
体移入クローンでは 2倍性細胞移入クローンと
同様に抑制効果は認められなかった.これらのこ
とより 1番染色体上の腫蕩形質抑制に係わる遺
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伝子の機能は 4倍性細胞にも十分に腫虜形質の
抑制効果をもち， 11番染色体上に存在すると考え
られる腫蕩抑制遺伝子は遺伝子の量的効果が関与
していることが強く示唆された.
がんの発生および進展は，複数の遺伝子変化の
積み重ねであり多数のがん遺伝子が存在する事実
からも多くのがん形質の抑制に係わる遺伝子の存
在が推測されている.現在まで種々のがん細胞に
おいて染色体分析およびRFLP(Restriction Frag-
ment Length Polymorphism)分析により，複数
の特異的な染色体消失あるいは欠失が高頻度に認
められている2)13)14) それらの欠失部位に抑制遺
伝子が存在すると考えられ，抑制機構もそれぞれ
異なることが示唆されている.一方，徴小核細胞
融合法を用いた染色体移入実験においても 1つ
の細胞株に対して複数の染色体に抑制効果が認め
られた.子宮内膜がん細胞株 (HHUA)では 1
番 6番 9番， 11番染色体に抑制効果が認めら
れ12)，子宮頚がん細胞株 (SiHa)では 2番， 11
番染色体4Ml)，大腸がん細胞株 (COKFu)では，
l番 5番， 18番染色体がそれぞれ抑制効果を示
した8)9) また，今回の研究においてHT1080縮施
の2倍性縮胞と 4倍性細胞への l番， 11番染色体
移入クローンの抑制効果の違いは 2つの染色体
上に存在する抑制遺伝子の機能と抑制機構が異な
ることを強く示唆している.
腫蕩形成能の獲得は，抑制遺伝子の消失あるい
はその不活性化と細胞の腫蕩形成能に対して正，
負に働く遺伝子間の釣り合いが関与していると考
えられる.HT1080細胞の l番染色体は，正常N-
rasとN-ras部位(コドン61)に突然変異をもっ2
本の染色体を保持している.雑種細胞の研究より
麗蕩性を再獲得した雑種細胞における特定 l番染
色体の消失は，少なくとも正常N-rasを含む l番
染色体だと考えられた1)また， MNNGで化学処
理してえられたFlat-revertantの解析より，非腫
蕩性のFlat-revertantでは変異したN-rasをもっ
l番染色体と正常なN-rasをもっ l番染色体の比
が1 2であり，麗虜性をもっre-revertantでは
その比が 2 2または 3: 2になっていた.さら
に 2倍性掘胞と正常線維芽細胞から形成された
4倍性の雑種縮胞では，腫蕩形成能が消失してい
たのに対して4倍性のHT1080細胞と正常線維芽
細胞から形成された6倍性の雑種細胞では造腫蕩
性の抑制は認められなかった6) このように少な
裕之
くとも 1番染色体上の遺伝子関の量的関係が存在
することが強く示唆されていた.また，ヒト正常
3番染色体を腎細胞がん細抱株 (YCR)へ移入し
た結果，造麗蕩性抑制効果の認められたクローン
および認められないクローンが出現した.これら
のクローンの染色体解析により抑制効果が認めら
れたクローンは 2本の3番染色体が移入されて
いた.一方，抑制効果が認められなかったクロー
ンでは，移入染色体が l本あるいは 2本の場合で
もその染色体の保持率は50%以下であり，抑制遺
伝子の量的効果が存在することが示唆された8)
しかし，今回の実験結果から示されるように，
HT1080細胞における正常由来 l番染色体上の腫
蕩形質抑制に係わる遺伝子の抑髄効果は，腫蕩形
成能に対して正，負に働く遺伝子の量的な釣り合
いに影響されないことが示唆された.一方， 11番
染色体上に想定される造腫蕩性の抑制に係わる遺
伝子には，遺伝子の量的効果が関与していること
が明らかになった.
結 圭五羽ロ
4倍性ヒト線維肉腫細胞株 (HT1080)細胞へ
正常細胞由来 1，2， 11番染色体を移入し，がん
形質抑制効果が認められた 2倍性細胞移入クロー
ンと比較検討した.その結果，
1 ) 1番染色体が移入されたクローンにおいては，
2倍性HT1080細胞移入クローンと同様に造臆蕩
性は全く認められないか，あるいは認められても
低い頻度であった.
2) 2倍性細胞へ l番染色体を移入した場合と比
べ，軽度ではあったが細胞形態の変化および1ll
vitroにおける増殖抑舗が認められた.また，軟寒
天培地中における増殖能においては2倍性HT1080
細抱移入クローンと同等の低下が認められた.
3) 11番染色体の移入により 2倍性HT1080細胞
の造腫蕩性が抑制されたのに対し 4倍性HT
1080細胞の抑制は認められなかった.
4) 2番染色体移入では 2倍性細抱 4倍性細胞
いずれも抑制効果は認められなかった.
以上の結果より 2倍性HT1080細胞の腫蕩形
質抑制に係わる正常由来 l番染色体上の遺伝子量
は 4密性HT1080細胞にも十分に抑制効果をも
つことを示し， 11番染色体上に想定される造腫蕩
性の抑制に係わる遺伝子には，量的効果が関与し
ていることが示された.さらに， 1， 11番染色体
がん抑制遺伝子の量的効果 459 
上の抑制遺伝子の機能と抑制機構は異なることが
示唆された.
稿を終えるにあたり，終始懇切なる御指導と御校閲
を賜りました鳥取大学医学部生命科学科細胞工学教室
押村光雄教授に深甚なる諾意を捧げます.
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